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Prólogo 
Desde que el médico Andrés Vesalio en 
1543 edita su obra Humani Corporis Fa-
brica diseñando el primer mapa anatómi-
co del ser humano y calificando a nuestro 
cuerpo como Terra Incógnita se han su-
cedido en las ciencias biomédicas grandes 
y espectaculares avances, los cuales es-
tán permitiendo poder hablar hoy en día 
del descubrimiento de una nueva cartogra-
fía y con ello de un nuevo mapa, el mapa 
genético humano. 
Así pues, en estos últimos años, se han 
visto beneficiadas, de forma especial, las 
áreas del diagnóstico, pronóstico y trata-
miento de muchas enfermedades gracias 
precisamente al gran desarrollo que den-
tro de la Genética Humana ha protagoni-
zado la Biología Molecular. 
De esta forma, desde que en los años cin-
cuenta se descubre el ADN, llamado por 
algunos el hilo de la vida, no transcurre un 
largo período de tiempo sin que se pro-
duzcan nuevos descubrimientos que nos 
permitan avanzar aún más en el íntimo co-
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nocimiento del mensaje genético, normal 
y patológico, guardado celosamente en el 
núcleo celular. 
Hoy, a las puertas de un nuevo milenio el 
estudio de la patología molecular en cola-
boración con todas las disciplinas biomé-
dicas supone pues una gran esperanza 
para la erradicación y posible terapia de 
las enfermedades que padece el ser hu-
mano. 
Introducción 
La Fibrosis Quística de Páncreas (FQ) o 
Mucoviscidosis es la más frecuente de las 
enfermedades autosómicas recesivas en 
la población caucásica presentando una 
incidencia media de 1/2.500 recién naci-
dos vivos. 
La gran mayoría de los pacientes sufren 
trastornos digestivos y nutricionales, lo 
que provoca una marcada deficiencia pon-
deral y estatural, si bien son las infeccio-
nes y complicaciones respiratorias recidi-
vantes el principal factor que contribuye 
no sólo a múltiples hospitalizaciones sino 
a la morbilidad y mortalidad a largo plazo. 
En 1985 se localiza en el brazo largo del 
cromosoma 7 (7q22-q31) el locus FQ, sien-
do en 1989 cuando, gracias al empleo de 
diversos marcadores moleculares, es ais-
lado, identificado y caracterizado el gen 
FQ, su producto proteico así como las 
principales mutaciones responsables de la 
enfermedad lo que ha abierto una vía a 
nuevos progresos y a una mejoría del pro-
nóstico y calidad de vida del afecto. 
Aspectos históricos 
Aunque se tienen referencias anteriores de 
casos que presentaban signos clínicos 
compatibles con la mucoviscidosis o en-
fermedad fibroticoquística del páncreas 
desde principios de siglo, como la obser-
vación de las típicas lesiones pancreáticas 
de la enfermedad, Fanconi quien en 1936 
reconoce a la FQ como una única entidad 
clínico-patológica al referirse a ella en su 
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artículo Síndrome celíaco con fibromato-
sis quístico-pancreática congènita y bron-
quiectasis. 
En 1938, D. Andersen del Babies Hospital 
de Nueva York realiza la primera descrip-
ción detallada de las principales caracte-
rísticas clínicas y anatómicas de la FQ, de-
nominándola fibrosis quística del páncreas 
basándose en el estudio patológico de tres 
serles de casos: a) niños fallecidos por obs-
trucción neonatal, b) niños con diarrea cró-
nica fallecidos por bronconeumonía en los 
primeros meses de vida y c) niños falleci-
dos en los primeros años de la adoles-
cencia por enfermedad pulmonar crónica. 
Simultáneamente a las observaciones des-
critas por D. Andersen se describen otras 
series de niños con idénticos cambios pa-
tológicos. 
Con la observación del Importante papel 
que tiene en muchos de los síntomas de la 
FQ la producción de un mucus extrema-
damente viscoso que colapsa los conduc-
tos de diferentes órganos y glándulas se 
denomina a la enfermedad mucoviscido-
sis. Un gran avance en el conocimiento de 
los diferentes aspectos de la FQ se pro-
duce cuando, en 1947, durante una inten-
sa ola de calor en Nueva York los indivi-
duos afectos sufren severos episodios de 
agotamiento y postración. Para intentar 
explicar este fenómeno Dl Sant' Agnese 
y cois, en 1953 observan un marcado des-
censo de los niveles de cloro y sodio en 
el suero, así como un aumento de las con-
centraciones de dichos Iones en el sudor 
de los enfermos FQ. Estas observaciones 
fueron de gran ayuda en el diagnóstico de 
la enfermedad cuando se demostró la exis-
tencia de anormalidades en muchas glán-
dulas exocrinas en pacientes con muco-
viscidosis. 
El término mucoviscidosis que se hace po-
pular en América del Norte y Francia irá 
evolucionando hasta convertirse en la dé-
cada de los años sesenta en fibrosis quís-
tica que es actualmente la forma más 
usada para referirse a esta concreta pato-
logía genética. 
Aspectos clínicos 
Fisiopatología 
Los principales signos clínicos de la FQ 
(íleo meconial, signos respiratorios, signos 
digestivos...) son debidos principalmente 
a dos anomalías: 
— La producción de un mucus extrema-
damente viscoso con elevadas concen-
traciones de albúmina, Iones calcio y gll-
coproteínas que causa la obstrucción de 
diversos ductus en ciertos órganos, de-
pendiendo del órgano involucrado los 
cambios patológicos que se produzcan. 
— La secreción electrolítica anormal a ni-
vel de las glándulas sudoríparas de la piel 
que supone un marcado Incremento de la 
concentración de iones cloro, sodio y en 
menor grado de potasio en el sudor de los 
afectos. En los niños no afectos de FQ, el 
cloro y el sodio del sudor son, en gran par-
te, reabsorbidos al fluir hacia la superficie 
cutánea resultando un sudor que es hipo-
tónico « 40-50 mEq/l de cloro y sodio). 
Sin embargo, en los pacientes con FQ la 
reabsorción de estos iones a su paso a tra-
vés del conducto excretor desde el fondo 
de las glándulas sudoríparas hacia el ex-
terior de la piel está alterada por lo que se 
produce un sudor con alta concentración 
de estos iones O 60 mEq/l). 
En los Individuos afectos de FQ se obser-
va así un elevado número de anomalías en 
ciertos procesos celulares. Estas anoma-
lías se deben mayoritarlamente a un ina-
decuado funcionamiento de ciertos tejidos 
epiteliales, en particular del sistema res-
piratorio, los asociados al sistema digesti-
vo así como aquellos de las glándulas su-
doríparas y salivares. Se ha sugerido que 
las deficiencias en el transporte de iones 
inorgánicos y de agua a través de las es-
tructuras epiteliales pudiera ser responsa-
ble de la acumulación de secreciones de 
moco viscoso en las superficies epitelia-
les. Si bien no existen evidencias claras de 
la función del agua en dicho proceso, han 
sido demostradas anormalidades en los 
procesos de transporte transepitelial a par-
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tir de muestras de tejidos epiteliales de pa-
cientes FQ. 
Ya en 1953 se observó que los pacientes 
FQ presentaban una concentración de 
ciertos electrólitos del sudor muy elevada 
en relación a los individuos no afectos. En 
1983 se realizan estudios de microdisec-
ción y microperfusión en los ductus de las 
glándulas sudoríparas mostrando éstas 
una diferencia en la permeabilidad del clo-
ro de hasta 40 veces entre los individuos 
FQ y los individuos control. 
En posteriores estudios fueron además 
descritas anormalidades en los potencia-
les bioeléctricos en las citadas glándulas 
de los afectos FQ. Y, si bien se creyó en 
un principio que estas anomalías eran de-
bidas únicamente al transporte del sodio 
se comprobó más tarde que eran altera-
ciones en la permeabilidad al cloro lo que 
podría explicar básicamente los contras-
tados valores de potencial bioeléctrico ha-
llados en el epitelio de diferentes tipos de 
tejidos, hecho que se ha podido compro-
bar a partir de cultivos de células en mo-
nocapa del epitelio traqueal de pacientes 
FQ. Como defecto fisiológico adicional se 
identifica, junto con la reducida permea-
bilidad al cloro, una pérdida de respuesta 
secretora frente a los estímulos (3-
adrenérgicos. 
Ulteriormente se demuestrra que las cé-
lulas epiteliales de los individuos FQ es-
tán caracterizadas por una regulación al-
terada en el canal del ion Cl- que se halla 
en la membrana apical de las células epi-
teliales respiratorias y secretoras. Esta al-
teración supone la pérdida de la activación 
del canal cloro a través de la vía regula-
dora del AMP cíclico (AMPc) y es la base 
del descenso de la secreción y reabsorción 
electrolítica en el epitelio de los individuos 
FQ. 
Con la caracterización en 1989 del gen FQ 
y su producto, la proteína CFTR (de Cystic 
Fibrosis Transmembrane Conductance Re-
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gulator) algunos autores señalan que en 
los afectos FQ dicha proteína presenta 
disfunciones, base de las anomalías fisio-
lógicas de dicha enfermedad. Así, la pro-
teína CFTR podría ser bien el canal de 
transporte para el propio ¡ón Cl- o un re-
gulador del citado canal. Sin embargo, 
recientes Investigaciones enfocadas a la 
posible terapia génlca de la FQ favorece-
rían la primera hipótesis al resaltar el rol 
de la proteína CFTR como el canal del 
transporte del ion cloro. 
Manifestaciones clínicas 
La FQ es una enfermedad cuya severidad 
viene determinada básicamente por la 
afectación del páncreas y de los pulmo-
nes si bien la mayoría de órganos y siste-
mas se ven afectados (Tabla I). 
Aspectos genéticos 
y moleculares 
La evaluación de la Incidencia de la FQ se 
ha realizado en las últimas décadas gra-
cias a los datos hospitalarios, a estudios 
anatomopatológlcos o al registro sistemá-
tico de los casos. Aunque la FQ se ha des-
crito en casi todos los grupos étnicos es 
en la población blanca de origen europeo 
donde su incidencia media, calculada a 
partir de estudios epidemiológicos o de-
tecciones neonatales es mayor siendo ésta 
en Europa y América del Norte aproxima-
damente de 1/2.000-1/2.500 recién naci-
dos vivos. En las poblaciones de origen ju-
dío, oriental o africano esta enfermedad 
es extremadamente rara. 
Los padres de un Individuo afecto de FQ, 
que no presentan hallazgos o síntomas de 
la enfermedad, son portadores obligados 
(heterocigotos) del defecto genético que 
origina el cuadro fisiopatológio caracterís-
tico de la FQ. El riesgo teórico de conce-
bir nueva descendencia afecta (homoclgo-
tos afectos) se cifra en esta pareja en un 
25 %, mientras que las probabilidades de 
tener hijos sanos, sean éstos homoclgo-
tos sanos o heterocigotos (portadores) son 
respectivamente del 25 % y del 50 %. 
La presencia de portadores en la población 
general, calculada mediante la Ley de 
Hardy-Weinberg a partir de la incidencia 
media de la enfermedad implica que 1 /20 
a 1/25 Individuos de dicha población ge-
neral es portador asintomátlco del defec-
to genético causante de la FQ. 
El genoma humano haploide tiene una lon-
gitud total evaluada en aproximadamen-
te 3 x 10 9 pares de bases nucleotídlcas. 
A lo largo de este material genético se 
encuentran distribuidos entre 500.000 y 
100.000 genes de los cuales sólo se co-
nocen algo más de 2.000. Hasta hace po-
cos años para el aislamiento e Identifica-
ción de un determinado gen la Genética 
clásica requería obligatoriamente el previo 
conocimiento y caracterización del pro-
ducto génico (proteína). Sin embargo, 
desde 1980, con el hallazgo de los poli-
morfismos de restricción o marcadores 
RFLP, se desarrolla una nueva metodolo-
gía para la localización génica. Esta nue-
va estrategia, la llamada Genética inversa 
permite, gracias a estos marcadores ge-
néticos o RFLP, por una parte el aislamien-
to del gen desconocido y por otra, a par-
tir de éste, su producto génico. 
Marcadores genéticos 
Un marcador genético es un polimorfismo 
del gen o de un segmento próximo al lo-
cus génico siendo los más utilizados los 
polimorfismos debidos a dianas de restric-
ción. 
Los polimorfismos de restricción o marca-
dores RFLP (de Restriction Fragments 
Length Polymorphsims) son polimorfis-
mos en la longitud de los fragmentos de 
restricción. Estos polimorfismos corres-
ponden a cambios de bases en la secuen-
cia del ADN a nivel de los puntos o dia-
nas de restricción (puntos específicos de 
corte para un concreto enzima de restric-
ción), siendo detectadas dichas modifica-
ciones gracias al método de Southern que 
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muestra diferencias individuales en el ta-
maño de los fragmentos de restricción con 
un enzima y una sonda determinada. 
De esta forma, el ADN que no se expresa 
(80-90 % del genoma humano) puede es-
tar sujeto cada intervalo de 200-500 pares 
de bases a mutaciones que no tienen con-
secuencia fenotípica ni clínica pero que sí 
afectan al punto de restricción reconoci-
do por un determinado enzima de restric-
ción. Estas variaciones tienen la importan-
te característica de heredarse generación 
tras generación según las leyes de Men-
del pudiéndose seguir su segregación en 
una determinada familia. De esta forma, 
la transmisión de un gen puede seguirse 
en una familia gracias al empleo de estos 
marcadores genéticos o RFLP que pueden 
ser tanto extragénicos (situados junto al 
gen) como intragénicos (situados en el in-
terior del gen). 
Localización cromosómica y génica 
de la FQ 
Con el hallazgo de los RFLP diversos gru-
pos iniciaron la localización molecular del 
gen FQ a partir de grandes estudios fami-
liares en los que se observaba la segre-
gación y herencia de estos marcadores 
genéticos con el objetivo de hallar liga-
miento genético entre un determinado 
marcador y el locus génico FQ evaluando 
estadísticamente las distancias genéticas 
de los diferentes marcadores y su posición 
respecto al gen FQ mediante el método 
de Lod-Score. 
Los primeros resultados significativos fue-
ron obtenidos por H. Eiberg en 1985 al ob-
servar ligamiento genético entre la enzima 
sérica polimórfica (arilesterasa) paraoxona-
sa (PON) cuya posición era en aquellos 
momentos desconocida y el locus FQ. 
De ahí que el siguiente paso fuera, la lo-
calización del gen FQ por mapeo génico 
de PON o hallar nuevos marcadores que 
estuvieran ligados genéticamente, con el 
gen FQ y con PON simultanéamete. 
Durante el mismo año se halla un nuevo 
RFLP denominado DOCRI-917 genética-
mente ligado al locus FQ. Dicho marcador 
se encuentra a una distancia génica de 15 
cM del locus y a 5 cM de PON (1 
cM = 10 6 pares de bases); R.G. Knowl-
ton y cois, a finales del mismo año me-
diante el empleo de un banco de híbridos 
somáticos celulares localizan DOCRI-917 
sobre el cromosoma 7. 
En la misma época, se produce el descu-
brimiento de dos nuevos marcadores 
mucho más cercanos al gen FQ. En primer 
lugar, se observa el gran ligamiento entre 
el oncogen celular met y el gen FQ con 
una distancia génica entre ambos menor 
de 5 cM, hecho observado por R. White 
y cois, en un grupo de familias proceden-
tes de Utah (EE.UU.). En segundo lugar, 
B.J. Wainwright halla ligamiento entre la 
sonda anónima pJ3.11 del cromosoma 7 
y el gen FQ en familias procedentes del 
Reino Unido. 
La localización subcromosómica de estos 
marcadores permite situar el locus FQ en-
tre las bandas q22 y q31 del brazo largo 
del cromosooma 7 (Figura 1). 
La disponibilidad de dos marcadores (met 
y pJ3.11) localizados a escasos centimor-
gans del gen FQ facilitó el seguimiento de 
la segregación de dicho gen en aquellas 
familias con un hijo previo afecto y del que 
se disponía de ADN para su análisis mo-
lecular, lo que permitió, indirectamente en 
ciertas familias, la posibilidad del diagnós-
tico prenatal y la detección de portadores 
del gen patológico. 
En una búsqueda más precisa de la región 
cromosómica que circundaba el gen FQ 
fueron analizados otros marcadores que 
en algunos casos fueron más próximos al 
locus FQ. 
El estudio en colaboración con otros gru-
pos en series familiares procedentes de zo-
nas geográficas muy distantes en el que 
se observaba que dos diferentes marca-
dores del cromosoma 7 segregaban muy 
cerca del gen FQ apoyaba la hipótesis rea-
lizada por G. Romeo de la homogeneidad 
genética de un único locus génico. Este 
estudio permitía, además, asegurar el gran 
ligamiento existente entre met y pJ3.11 
con el gen FQ y la posición de éste entre 
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ambos marcadores (met-gen FQ-pJ3.11) 
(Figura 1). 
Desde ese momento varios equipos foca-
lizaron sus Investigaciones sobre esta pe-
queña región del cromosoma 7 (7q22-q31) 
comprendida entre los dos marcadores 
met y pJ3.11 para intentar clonar el gen 
FQ. En 1987, X. Estivill (grupo del Pr. R. 
Wllllamson, St. Mary's Hospital, Londres) 
aisla los marcadores KM.19, XV-2 y CS.7 
muy cercanos al gen FQ (menos de 0,1 % 
de recombinación) y en desequilibrio de 
ligamiento con él, es decir, un alelo del 
marcador estaba más asociado a un alelo 
del gen que lo estaría en una segregación 
al azar (Figura 1). 
Este mismo grupo clona el gen IRP (de Int 
Related Protein) creyendo haber clonado 
el gen FQ. Más tarde se comprobó que 
este gen IRP codificaba para una proteí-
na sin ninguna relación con la mucovlsci-
dosis. 
Es, sin embargo, en septiembre de 1989 
cuando el grupo de colaboradores coor-
dinado por L.C. Tsui (Canadá) y F.S. Co-
lllns (Estados Unidos) ponen en evidencia 
a partir del aislamiento de 258 secuencias 
específicas del cromosoma 7 la localiza-
ción de dos de ellas (D7S122 y D7S340) 
en la reglón situada entre met y pJ3.11. 
Después de haber determinado su orden 
en el cromosoma mediante el método del 
campo forzado, estudian dicha región con 
la técnica del paso a paso (chromosome 
walking) que consiste en la clonación 
progresiva de pequeñas secuencias cro-
mosómicas unas junto a otras. A esta me-
todología acoplaron la técnica del salto 
(chromosome jumping) que permite la clo-
nación de grandes fragmentos cromosó-
micos eliminando aquellas secuencias no 
clonables. 
Una vez aislados los clones requeridos se 
aplicó a ellos la técnica del zoo-blot para 
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determinar las secuencias codificadoras; 
esta estrategia molecular se basa en la 
comparación de la conservación, a lo lar-
go de la evolución, de las secuencias co-
dificadoras y la no conservación de las se-
cuencias no codificadoras. De esta forma 
se hallaron cuatro zonas de homología in-
terespecie. La primera zona, era una se-
cuencia correspondiente a una alternancia 
de intrones y de exones, pero no podía tra-
tarse del gen FQ ya que los estudios ge-
néticos realizados en algunas familias re-
combinantes demostraban que el gen FQ 
se situaba obligatoriamente en la zona te-
lomérica respecto al marcador genético 
KM.19, mientras que esta secuencia se ha-
llaba situada en posición centromérica res-
pecto al citado marcador. La segunda zona 
de homología se comprobó corresponder 
con el gen IRP. La tercera zona demostró 
una gran riqueza de residuos nucleotídi-
cos CpG no específicos. Finalmente, la 
cuarta zona de homología puso en eviden-
cia la presencia de una región de lectura 
acompañada de zonas CpG poco meti-
ladas, que frecuentemente se hallan aso-
ciadas a la extremidad 5' de los genes fun-
cionales. De ahí que esta cuarta zona de 
homología pudiera tratarse de un buen 
candidato para el gen FQ. Esta zona per-
mitió posteriormente la obtención de un 
clon de 113 pares de bases del primer 
exón del gen FQ. A partir de ésta fue re-
constituido su ADN complementario com-
pleto (6.129 pares de bases). 
El gen FQ se describe, pues, formado por 
27 exones localizados sobre 250 kilobases 
del genoma. Su producto es una proteína 
de 1.480 aminoácidos denominada CFTR 
(de Cystic Fibrosis Transmembrane Con-
ductance Ftegulator) cuya secuencia indi-
ca su pertenencia a una superfamilia de 
proteínas de membrana. 
El modelo hipotético de dicha proteína, 
elaborado a partir de su secuencia permi-
te observar dos zonas: una de ellas hidró-
foba (transmembranal) y otra de naturale-
za hidrofílica con dos secuencias NBF 
(Nucleotide-ATPBinding Fold) capaces de 
captar moléculas de ATP. Ambas zonas 
están unidas a un dominio citoplasmático 
R que presenta numerosos residuos car-
gados, conteniendo lugares potenciales de 
fosforilación para las proteinquinasas A y 
C lo que presupone su probable función 
reguladora (Figura 2). 
La comparación de la estructura de los clo-
nes de ADN complementarios obtenidos 
a partir de glándulas sudoríparas de indi-
viduos sanos y enfermos permitió poner 
en evidencia que una mayoría de los en-
fermos era portador de una mutación idén-
tica. Esta mutación suponía la pérdida o 
deleción de tres pares de bases (CTT) a 
nivel del 10° exón del gen. La consecuen-
cia directa de ello es la pérdida del ami-
noácido Fenilalanina que se encuentra en 
la posición 508 de la proteína, de ahí el 
nombre de esta mutación principal: AF 
508 (Figura 2). Esta mutación está locali-
zada a nivel de una de las secuencias NBF 
y podría teóricamente impedir una correc-
ta unión con la molécula de ATP. 
Los trabajos en series de enfermos afec-
tos de FQ de Canadá y América del Norte 
mostró que el 68 % de los cromosomas 
FQ portaban la mutación AF 508, mientras 
que ningún cromosoma normal de los pro-
genitores era portador de esta mutación. 
Ello permitía asegurar que esta mutación 
AF 508 era la causa principal de la enfer-
medad. 
A finales del año 1989, L.C. Tsui auspicia 
la creación de un Consorcio Internacional 
(Cystic Fibrosis Genètic Analysis Consor-
tium) que agrupa actualmente a Hospita-
les, Laboratorios y Centros de Investiga-
ción dedicados a la patología genética de 
la FQ, con el fin primordial de localizar 
otras mutaciones asociadas a la FQ en el 
resto de cromosomas FQ no AF 508 para 
conocer sus frecuencias y su distribución 
en las diferentes poblaciones. Hasta el 
mes de junio de 1992 han sido descritas 
por el Consorcio Internacional un total de 
204 diferentes mutaciones en el gen FQ. 
Actualmente, la función de la proteína 
CFTR como anal de transporte del ion clo-
ro ha sido puesta en evidencia por dife-
rentes trabajos. Complementando dicha 
observación han sido ya realizadas diver-
sas hipótesis frente a una posible terapia 
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Zona extracelular 
SEGMENTOS TRANSMEMBRANALES 
(Canal Iónico) 
rtfflïïfe 
Zona Intracelular 
NBF 
Transmembranal O O L1Q D D 
1 2 3 4 fa fia 6b 7 8 9 10 11 12 13 
Extremo 
NH 2 
• • UU • • 
14a 14b 15 16 17a 17b 18 19 20 21 22 23 24 
Extremo 
C 0 0 H 
1480 aas. 
Gen FQ normal 
Mutación AF 508 
Ideleción 3 pb) 
Mutación Al 507 
Ideleción 3 pb) 
506 507 508 509 
Me lie Phe Gly 
...T/ATC/ATC/TTT/GGT/GT... 
506 507 509 
lie He Gly 
. . T / A T C / A T _ / ^ _ T / G GT/GT.. 
506 
Me 
. .T /ATC/_ 
508 509 
Phe Gly 
JTTT/GGT/GT.. 
Gen normal FQ 
Mutación G542X 
(Substitución G/D 
Gen normal GQ 
Mutación S549N 
(Substitución G/A) 
...GTT/CTT/GGA/GAA/GG... 
...GTT/CTT/TGA/GAA/GG... 
codón de paro 
He Thr Leu Ser Gly Gly 
..ATC/ACA/CTG/AGT/GGA/GGT.. 
lie Thr Leu Asn Gly Gly 
..ATC/ACA/CTG/AAT/GGA/GGT.. 
Figura 2. Esquema representativo del gen FQ, las mutaciones AF 508, Al 507, G542X y S549N (parte inferior) y 
la estructura de la proteína CFTR (parte superior). 
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génica, para la corrección de la anomalía 
funcional de dicho canal cloro por trans-
ferencia y expresión in vitro del ADNc 
que codifica para la proteína CFTR en cé-
lulas de pacientes portadores de la muta-
ción AF 508. 
Estrategias del análisis molecular 
aplicadas al diagnóstico de 
enfermedades genéticas 
El análisis del genoma humano con fines 
diagnósticos inició su desarrollo a finales 
de la década de los años setenta con el 
empleo de las primeras sondas del gen de 
la globina aplicadas al diagnóstico de las 
hemoglobinopatías. 
A partir de esa fecha el campo de aplica-
ción del análisis genotípico con fines diag-
nósticos ha visto aumentar sus posibilidades 
de actuación gracias, por una parte, al des-
cubrimiento de nuevas sondas, lo que per-
mite el estudio de un número mayor de 
genes, y de otra, al auge de las técnicas 
metodológicas como la técnica de Sout-
hern, o de última aparición como la Reac-
ción en Cadena de la Polimerasa (Polyme-
rase Chain Reaction o PCR), que desde el 
primer momento están apoyando los 
constantes logros diagnósticos en la pa-
tología genética humana. 
Para el análisis del ADN con fines diagnós-
ticos a partir de cualquier tipo de célula 
nucleada, pueden emplearse diferentes ti-
pos de enfoques o análisis en relación al 
grado de conocimiento que se tiene del 
gen en estudio y del defecto genético de 
que se trate. En primer lugar, si se cono-
ce la naturaleza del defecto genético y el 
gen se ha caracterizado y aislado puede 
realizarse un análisis directo de la lesión 
genética, que no requiere un estudio previo 
de la familia. Cuando el gen está clonado 
pero la lesión genética es muy variable o 
desconocida, el diagnóstico puede reali-
zarse con el empleo de marcadores gené-
ticos intra o yuxtagénicos y la ayuda de 
sondas específicas del gen (análisis semi-
directo). Finalmente, cuando no se cono-
ce el defecto genético, el método a em-
plear es el análisis indirecto que utiliza el 
complemento de ciertos marcadores ex-
tragénicos indirectos lo más cercanos po-
sible al locus génico para evitar los riesgos 
de recombinación génica (intercambio de 
material genético entre los dos cromoso-
mas homólogos). Estas dos últimas estra-
tegias de análisis, a diferencia de la prime-
ra, requieren un estudio familiar previo. 
Análisis semidirecto e indirecto 
Los diagnósticos semidirecto e indirecto, 
basados en el ligamiento genético, requie-
ren obligatoriamente un análisis familiar, 
es decir, el estudio molecular del caso 
afecto y de sus progenitores, mediante di-
ferentes marcadores genéticos (sondas). 
De esta forma, se determina, para cada 
individuo, un grupo de alelos correspon-
diente al polimorfismo de restricción y que 
sirve de marcador genético, permitiendo 
establecer en cada familia cuál es el alelo 
o el haplotipo (conjunto de alelos) asocia-
do al gen mutado, considerando que el 
caso índice porta los dos genes mutados 
que ha heredado, respectivamente, de 
cada uno de sus progenitores. 
Análisis directo 
Para el análisis directo del defecto genéti-
co que pueda causar una determinada en-
fermedad sea éste una deleción, inserción 
o substitución, se requiere un conocimien-
to muy preciso a nivel molecular del de-
fecto genético para que el locus génico 
pueda ser empleado como sonda génica 
para la detección del alelo asociado a la 
enfermedad y discriminar así los indivi-
duos homocigotos afectos, los portadores 
heterocigotos y los individuos homocigo-
tos sanos. 
Actualmente las posibles situaciones en 
que puede aplicarse el análisis directo son: 
a) cuando una deleción genética elimina 
todo un gen o parte de él es fácil demos-
trar la ausencia o la modificación de lon-
gitud del segmento correspondiente de ADN 
por comparación de los mapas de restric-
ción normales y anormales; b) si el defec-
to genético produce un cambio (creación 
o destrucción) en el punto de reconoci-
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miento de un específico enzima de restric-
ción éste puede ser detectado gracias a 
la observación del perfil de restricción ob-
tenido por el empleo de una sonda espe-
cífica; c) la Identificación de cualquier mu-
tación puntual (cambio de una única base) 
mediante el empleo de los oligonucleóti-
dos de síntesis, que tienen un origen quí-
mico y presentan gran especificidad, gra-
cias al apareamiento de las hebras que 
constituyen la doble hélice del ADN y al 
pequeño tamaño de dichos oligonucleó-
tidos (16-20 pares de bases), d) la búsque-
da de la lesión genética por amplificación 
in vitro de la secuencia que contiene la re-
gión mutada empleando el método de la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(Polymerasa Chain Reaction o PCR), estra-
tegia molecular que requiere un conoci-
miento exacto de la secuencia a ampli-
ficar. 
En tanto que ello sea posible, el diagnós-
tico directo del defecto genético respon-
sable de una determinada patología pre-
senta un gran Interés por su especificidad 
y fiabllidad aplicándose a un número cre-
ciente de patologías a medida que van 
identificándose los genes responsables de 
enfermedades genéticas. 
Aplicaciones diagnósticas de 
las estrategias moleculares a 
la FQ 
Diagnóstico prenatal 
Diagnóstico indirecto 
A partir de 1985 aparecen diversas refe-
rencias describiendo RFLP muy cercanos 
al gen de la fibrosis quística suponiendo 
la culminación de una larga y sistemática 
búsqueda de ligamiento entre marcadores 
genéticos indirectos ligados al gen FQ. En 
1986, las sondas met y pJ3.11 estando lo-
calizadas suficientemente cerca, de una y 
otra parte del gen FQ, permiten ya la rea-
lización de un diagnóstico prenatal por li-
gamiento indirecto mediante el método de 
Southern a partir de una muestra de ve-
llosidades corlónicas. Desde 1987, la situa-
ción mejora gracias a la descripción de las 
sondas XV-2c y KM.19 con tasas de re-
combinación cercanas a O. De esta forma 
el análisis por ligamiento genético aporta 
un cierto número de ventajas siendo éstas 
principalmente su fiabilldad y su precoci-
dad diagnóstica (antes de las 14 semanas 
de gestación). Sus límites son básicamen-
te la existencia de familias no informati-
vas (no se puede distinguir el cromosoma 
normal del cromosoma mutado), la posi-
bilidad de recombinación génica y, por úl-
timo, la necesidad de disponer de un caso 
afecto vivo o en su defecto material ge-
nético del mismo, requisito éste Indispen-
sable para la realización de un estudio mo-
lecular por ligamiento genético. 
Diagnóstico directo 
La Identificación y aislamiento del gen FQ 
en septiembre de 1989 posibilitó el diag-
nóstico prenatal de la misma por detec-
ción directa de la mutación principal AF 
508. Para las parejas cuyo hijo afecto de 
fibrosis quística está vivo, este tipo de aná-
lisis otorga un doble beneficio: a) diagnós-
tico directo de la mutación siendo éstas 
informativas previamente con los marca-
dores moleculares; b) diagnóstico directo 
mediante biología molecular de la FQ sin 
ser las citadas familias previamente infor-
mativas con los marcadores moleculares. 
Sin embargo, la gran ventaja que supone 
el hallazgo de la mutación AF 508 es la po-
sibilidad de ofrecer un diagnóstico prena-
tal a parejas cuyo hijo afecto de fibrosis 
quística haya fallecido, con la condición 
de que ambos miembros de la pareja sean 
portadores heterocigotos de la mutación 
AF 508 o de una cadena mutación FQ co-
nocida. 
El diagnóstico prenatal directo se ve ade-
más favorecido por el constante descubri-
miento y hallazgo de nuevas mutaciones 
asociadas a la FQ referidas por el Cystic 
Fibrosis Genètic Analysis Consortium. 
Diagnóstico postnatal 
El diagnóstico postnatal en un niño con 
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historia clínica sugestiva de fibrosis quís-
tica se basa esencialmente en los tests del 
sudor y de la tripsinainmunorreactiva (TIR). 
Sin embargo, estas valoraciones, no sólo 
no permiten conocer qué individuos den-
tro de la familia son portadores del gen 
mutado (heterocigotos) y, por lo tanto, po-
sibles transmisores del mismo a sucesivas 
generaciones, sino tampoco la existencia 
de otros casos clínicamente asintomáti-
cos, pero afectos. La biología molecular 
puede ser en determinados casos una ayu-
da básica en esta concreta detección. 
Diagnóstico de portadores 
en familias con antecedentes de FQ 
Los familiares en mayor o menor grado de 
un enfermo FQ, pueden haber heredado 
una de las copias mutadas del gen adqui-
riendo con ello la condición de portado-
res. De esta forma, los familiares de un 
caso afecto FQ, hermanos/as y tíos/as, tie-
nen un riesgo de ser portadores sanos del 
gen patológico de 2/3 y 1/2 respectiva-
mente. 
Los estudios familiares moleculares reali-
zados a partir de una muestra de ADN de 
todos los individuos de la familia permiti-
rá en la mayoría de los casos, gracias al 
análisis indirecto con marcadores genéticos 
(sondas) o al análisis directo de la muta-
ción AF 508 u otras mutaciones asociadas 
a la FQ conocer: a) qué otros individuos 
de esta familia pudieran estar afectos; b) 
los individuos heterocigotos y por lo tan-
to posibles transmisores del gen patoló-
gico y c) los individuos homocigotos sa-
nos, que no han heredado ninguna copia 
mutada del mismo. 
De esta forma, el estudio familiar molecu-
lar tendrá una gran importancia para el 
asesoramiento genético y un posible fu-
turo diagnóstico prenatal en algún miem-
bro de una familia con riesgo de patolo-
gía FQ. 
Diagnóstico de FQ en pacientes 
sin antecedentes familiares 
La detección directa de la mutación AF 
508 u otras mutaciones descritas como 
asociadas a la FQ es fundamental ya que: 
a) si la mutación es detectada en estado 
homocigoto, el diagnóstico de FQ es con-
cluyente; b) si la mutación es detectada 
en estado heterocigoto con una mutación 
no descrita (mutación/x), o no detectada 
(x/x) su interés diagnóstico disminuye mu-
cho. Sin embargo, hay que tener en cuen-
ta que la probabilidad de que el niño esté 
afecto no es nula y debe calcularse basán-
dose en su origen étnico ya que esta pro-
babilidad no es la misma en todos los paí-
ses dependiendo ésta, de una parte, de la 
incidencia de la enfermedad y de otra, de 
la frecuencia de la mutación AF 508 en el 
país de origen del niño. 
Pacientes 
En el presente trabajo se presenta el estu-
dio a nivel molecular de un total de 12 fa-
milias que tenían al menos un caso afec-
to de fibrosis quística con un diagnóstico 
clínico de certeza (ver árboles genealógi-
cos). Las muestras procedentes de la Con-
selleria de Sanidad del Govern Balear y del 
Hospital Son Dureta de Palma de Mallorca 
fueron remitidas a la Unité 73 (Génétique 
et Pathologie Foetale) del Institut National 
de la Santé et de la Recherche Medícale 
en París (Francia) donde se realizó el co-
rrespondiente análisis molecular, funda-
mento del presente trabajo. 
En dichos Centros Hospitalarios, durante 
la consulta clínica de asesoramiento gené-
tico fue establecida la exacta genealogía 
del individuo afecto y de su familia así 
como su procedencia étnica. 
El número total de individuos analizados 
(estudio postnatal), incluyendo los casos 
índices así como progenitores y familias 
directas fue de 79 individuos. De estos, 14 
eran individuos afectos existiendo 2 fami-
lias que presentaban más de un caso FQ. 
Para realizar el análisis molecular de las 12 
familias se han empleado dos estrategias 
básicas: 
a) Estudio indirecto: Supone el estudio del 
patrón de segregación de los polimorfis-
mos del ADN (RFLP) detectables mediante 
la técnica de Southern con sondas extra-
Simbologia de los árboles genealógicos 
O 
0 A 
l, II, l l l 
1, 2, 3, ... 
Varón 
Hembra 
Individuos enfermos 
Individuos heterocigotos (portadores) 
Individuos fallecidos 
Diagnóstico prenatal 
Haplotipos FQ 
Aborto espontáneo 
Identificación de individuos 
Unión biológica 
N.E. Individuo no estudiado 
jieo meconial 
-4" No descendencia 
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2.1.2. Árboles genealógicos de las familias FQ. 
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T A B L A II 
D E S C R I P C I Ó N D E L A S S O N D A S 
E M P L E A D A S E N EL M É T O D O I N D I R E C T O 
S o n d a s Vec to r de Long i tud Enzima 
c lonac ión inser tos (kb) c lonac ión 
7c .22 pSP64 5,4 EcoRI 
m e t D p B R 3 2 2 1 EcoRI 
m e t H p B R 3 2 2 1,6 EcoRI/Sal l 
X V - 2 c p U C 1 3 3 H ind l l l 
K M . 1 9 p U C 1 3 1 EcoRI 
p M P 6 d - 9 p U C 1 3 2,6 H ind l l l 
pT -3 p S P 6 1,1 EcoRI 
pJ3 .11 p A T 1 5 3 0,7 EcoRI/HindII I 
génicas (estudio indirecto) que permiten 
definir el conjunto de marcadores (haplo-
tipo) en cada uno de los cromosomas 7, 
paterno y materno del caso afecto. Ello 
permitirá, en las familias Informativas, a 
partir del caso índice, conocer qué otros 
individuos en dicha familia son homocigo-
tos sanos, homocigotos afectos o hetero-
cigotos. Para ciertas sondas aunque están 
descritos varios polimorfismos fue elegi-
do para cada una de ellas el polimorfismo 
más Informativo, es decir, el polimorfismo 
para el cual las frecuencias alélicas están 
equilibradas. 
Las sondas fueron suministradas en su to-
talidad por el Pr. R. Williamson del St. 
Mary's Hospital de Londres (Reino Unido) 
(Tabla II). 
b) Estudio directo: Supone el estudio di-
recto de la patología molecular del gen FQ 
Identificando la posible existencia de cier-
tas mutaciones FQ descritas previamente 
por el Cystic Fibrosis Genètic Analysis 
Consortium (Canadá). 
Para el estudio directo de las mutaciones 
FQ son necesarios los oligonucleótidos de 
síntesis, secuencias que flanquean los ex-
tremos 3' y 5' del fragmento a estudiar 
(que contiene la mutación) y que actúan 
como inicios de síntesis de dicho fragmen-
to en el método de la Polymerase Chain 
Reaction o PCR. Estos oligonucleótidos 
fueron suministrados por el Institut Pas-
teur y por la Association Française de la 
Lutte contre la Mucoviscidose de París 
(Francia). 
Métodos generales 
Toda la metodología que se ha empleado 
en la realización de este trabajo de análi-
sis molecular se ha basado en técnicas 
previamente descritas y estandarizadas. 
Han sido de especial relevancia en este es-
tudio la Técnica de Southern, la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa, y la Técnica 
ASO (Figuras 3 y 4). 
En el estudio directo se han analizado las 
mutaciones AF 508, Al 507, G542X y 
S549N que se encuentran en los exones 
10 o (AF 508 y Al 507) y 11 ° del gen FQ 
(G542X y S549N). Dichas mutaciones han 
sido analizadas mediante el método ASO 
(Alíele Specific Oligonucleotide) tras la co-
rrespondiente amplificación por PCR de 
las secuencias génicas que contienen a es-
tas mutaciones. El método ASO consiste 
T A B L A III 
L I S T A D E L A S M U T A C I O N E S E S T U D I A D A S C O N L O S O L I G O N U C L E Ó T I D O S DE S Í N T E S I S 
Y L O S L U G A R E S O S I T I O S E N Z I M Á T I C O S Q U E P E R M I T E N EL E S T U D I O D I R E C T O 
D E C I E R T A S M U T A C I O N E S F Q 
M u t a c i ó n Exón Cebadores 5'- > 3 ' Lugares o s i t ios enz imát icos 
A l 507 
A F 508 
G542X 
S 5 4 9 N 
10 G T T G G C A T G C T T T G A T G A C G C T T C 
G T T T T C C T G G A T T A T G C C T G G C A C 
10 C16B: G T T T T C C T G G A T T A T G C C T G G G C A 
C16D: G T T G G C A T G C T T T G A T G A C G C T T C 
11 11 ¡5: C A A C T G T G G T T A A A G C A A T A G T G 
11 ¡3: G C A C A G A T T C T G A G T A A C C A T A 
11 11 ¡5: C A A C T G T G G T T A A A G C A A T A G T G 
11 ¡3: G C A C A G A T T C T G A G T A A C C A T A 
A A A T A T C A T C T T T G G T G T T T C 
A A G A A A A T A T C T T T G G T G T 
C A C C A A A G A T G A T A T T T T 
A A C A C C A A T G A T A T T T T C T T 
C A C C T T C T C C A A G A A C T A 
C A C C T T C T C A A A G A A C T A 
Dde I 
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Digestión enzimática del ADN 
Sonda 
Autorradiografia e interpretación 
Figura 3. Principio de la técnica de Southern. 
en depositar el ADN genómico amplifica­
do y convenientemente desnaturalizado 
sobre una membrana de nylon e hibridar-
lo sucesivamente con una secuencia es­
pecífica de la mutación y su correspon­
diente secuencia normal (Tabla III). 
Estudio postnatal 
El estudio molecular postnatal (análisis in­
directo y directo) en las familias estudia­
das, cuyos árboles genealógicos han sido 
convenientemente detallados en este tra­
bajo, reveló la presencia de 40 portadores 
heterocigotos del gen FQ patológico y por 
lo tanto posibles transmisores del mismo 
a su descendencia, 22 individuos homo-
cigotos sanos (no transmisores) y 14 indi­
viduos homocigotos afectos. 
De igual forma, 5 de las 12 familias FQ so-
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Primer ciclo 
de la Reacción 
en Cadena 
de la Polimerasa 
Donalur ación 
Secuencia a amplificar 
A W W W W X N W W W 
w w w w \ \ w w w K W W W 
Cebador 2 
i ( \ W W l >' Cebado. 1 
\ \ \ W \ M \ w w w w w w v w w w 
W W W N T S W W W W W W W W X W 
Serie completa 
de ciclos 
en la Reacción 
en Cadena 
de la Polimerasa 
W W W M W W W W W W W W W W 
-4 LHHHnOBnM 
W W W N I W W W W W W W W W W 
W W W M W W 
, \ V J 
Ciclos sucesivos: inciemento mínimo 6 veces (2o; n - n° de ciclosl 
Figura 4. Esquema representativo del método de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reac-
t i on o PCR). 
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licitaron un estudio que incluyera a todos 
los hermanos y hermanas de los progeni-
tores del caso afecto para saber quiénes 
eran portadores heterocigotos, hallándo-
se 8 individuos heterocigotos del total de 
los 12 que solicitaron dicha investigación. 
En una familia (Familia IX) no pudo cono-
cerse el genotipo de las hermanas y her-
manos (3 individuos) de los casos afectos 
por ser uno de los progenitores homoci-
goto para todas las sondas. 
Estudio prenatal 
A raíz del estudio postnatal (indirecto y di-
recto), 2 familias (IV y XI) solicitaron un es-
tudio prenatal. En el primer caso el diag-
nóstico prenatal fue realizado a partir del 
ADN extraído de células cultivadas de lí-
quido amniótico extraído a la 15 a sema-
na de gestación. El estudio molecular in-
directo del ADN fetal reveló la presencia 
del mismo genotipo que el caso índice por 
lo que el feto estaba afecto de FQ. 
En el segundo caso se realizó el estudio 
directo de la mutación AF 508 a partir del 
ADN obtenido de la biòpsia de vellosida-
des coriónicas (9 a semana de gestación) 
observándose un genotipo portador (no 
afecto). 
Conclusiones 
A partir de los resultados y observaciones 
obtenidas al estudiar las familias baleares 
afectas de fibrosis quística podemos con-
cluir que: 
— El estudio molecular indirecto y direc-
to en esta patología genética tiene impor-
tantes implicaciones en el asesoramiento 
genético pregestacional, prenatal y post-
natal en aquellas familias o parejas con 
riesgo de padecer la enfermedad. 
— En los últimos años hemos podido ser 
testigos directos de los grandes avances 
que se han producido en el conocimiento 
de muchos aspectos de la fibrosis quísti-
ca (clínica, tratamiento, pronóstico, tera-
pia...) gracias en gran parte a la genética 
molecular. 
— Sin lugar a dudas en los últimos años 
se han dado pasos de gigante en la pro-
blemática de muchas enfermedades que 
afectan al ser humano gracias a la Biolo-
gía Molecular. De esta forma la Medicina 
se verá beneficiada directamente ya que 
toda esta investigación molecular a bien 
seguro repercutirá en mayores avances en 
el tratamiento y erradicación de la patolo-
gía genética que afecta a nuestra especie. 
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